





















crf genes  in  relation  to  their binding protein  (crh‐bp) have been highlighted  in  this  initial study. 20 
Inference about the effects of distress by air exposure has been obtained by using point estimation 21 
which allows the prediction of a single value that is the best description of the up to know mostly 22 
unknown  effects  of  stress  in different brain  regions of  carp. Furthermore, principal  component 23 
analyses have been performed to reveal possible regulation patterns in the different parts of the fish 24 
brain. In conclusion, these initial studies on gene regulation in the carp brain influenced by exposure 25 









can also be exposed  to stressors  for  longer  time periods  (chronic stress), meaning  that  the body’s 35 
biological functions are sufficiently altered and its coping mechanisms overwhelmed [1].   36 
Understanding  the  immediate  effects  of  stressors,  such  as  handling  and  crowding,  on  gene 37 
regulation in fish has been a focus of aquaculture research [3–5] , in the interest of improving survival, 38 
growth, reproduction and fillet quality. The brain however, despite its role as first actor in the stress‐39 
cascade,  has  comparatively  received  little  attention.  Recently,  a  study  in  European  seabass 40 
(Dicentrarchus labrax L.) and gilthead seabream (Sparus aurata L.) showed not only relevant differences 41 
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addition, even certain brain areas may show significant differences in gene expression [7]. The main 43 












responses  in  zebrafish  [18].  In  addition,  the  hypothalamus  plays  an  important  role  in  energy 56 
homeostasis and appetite regulation. The activated or suppressed neurons then lead to adjustments 57 




sets. Firstly, brain activity can be assessed, for  instance, by measuring the  increased expression of 62 
stress‐related immediate early genes (IEGs). For instance, c‐fos is widely used as a functional marker 63 
of  neuronal  activity  after  a  diversity  of  stimuli  in  vertebrates, due  to  its  very  rapid  and  robust 64 
expression [22]. In fish, different stimuli have been shown to induce varying levels of c‐fos expression. 65 
Light avoidance as an innate choice behaviour involves rapid changes of the expression of c‐fos in the 66 
medial  zone  of  the  dorsal  telencephalon  in  adult  zebrafish,  Danio  rerio  [11].  In  addition,  the 67 
administration  of D‐amphetamine,  known  to  activate  the  reward  system,  resulted  in  increased 68 
expression of c‐fos in the same brain region 30 min after the injection of the substance [9]. Moreover, 69 
the  sleep  and wake  behaviour  of  zebrafish  also  leads  to  typical  differences  in  c‐fos  patterns  in 70 
zebrafish [23]. Even caffeine has been proven to act as a stimulator of c‐fos in the zebrafish brain [24]. 71 




[26].  Furthermore,  the detection  of  phosphorylated  extracellular  signal–regulated  kinase  (erk)  by 76 









Secondly,  the  response  to  stressors  also  commonly  involves  activation  of  genes  of  the 86 
hypothalamus‐pituitary‐interrenal  (HPI) axis  [32] and a number of  these genes has  therefore also 87 











Serotonin also plays a  role  in  the habituation  to startling acoustic stimuli  in zebrafish  [38]. While 97 
serotonin agonists have anxiolytic effects in humans [39], chemicals including ethanol have shown 98 
that  the  acute  anxiolytic  effects  by  these  substances  are  likely mediated  by  ‐aminobutyric  acid 99 
receptors A  (gabaa,  [40]). The same psychoactive compounds have also been able  to  influence  the 100 
normal  behaviour  of  zebrafish  [41].  In  addition,  isotocin  is,  together  with  vasotocin,  a 101 
neurotransmitter and neuromodulator  that  is produced  in distinct neurosecretory neurons  in  the 102 
hypothalamic nuclei [42]. Both influence the result of different behaviours, the establishment of the 103 
social  status,  but  are  also  involved  in  osmoregulation  and  stress  responses  in  fish  [42]. 104 
Osmoregulation is also regulated by prolactin in fish [43]. In addition, early development, behaviour, 105 









in  the  carp brain of  stressed  fish  compared with non‐stressed  animals,  as  controls,  and  to  apply 115 
























The RNA  content was  confirmed using  the  spectrophotometer Q5000  (Quawell, San  Jose, USA). 138 
Subsequently, 20 l of total RNA were reverse transcribed into cDNA using a High‐Capacity cDNA 139 
Reverse  Transcription  Kit  (Applied  Biosystems,  distributed  by  Thermo  Fisher  Scientific,  Basel, 140 
















As  reference  genes  bactin,  eIF4E,  and  ef  have  been  used. The  calculation  of  the  normalized  fold 157 





group  (i.e. control group versus air‐exposed group), a normalization  factor was derived  from  the 163 
geometric mean of the relative quantities of each reference gene. Then the relative quantity of each 164 
target gene  is divided by  the normalization  factor  followed by  log  transformation. The obtained 165 
values have then been used to calculate the geometric means for each treatment group. The standard 166 
deviation  (SD) and  the standard error of  the mean  (SEM) have  then been calculated  from  the  log 167 
transformed  normalized  expression  data.  The  figures  show  the  average  relative  normalized 168 
expression for each target gene ± SEM. For the statistical calculation of the differences between the 169 
means  in gene expression per  treatment group, non‐parametric  tests  (Man‐Whitney U  tests) have 170 
been run in IBM SPSS Statistics (version 26, IBM Schweiz), since it has previously been shown that 171 
non‐parametric  calculation  methods  may  have  better  control  of  false  discovery  of  significant 172 
differences between expression  levels for example after RNA sequening [53]. Differences between 173 
treatment groups were considered statistically significant when p < 0.05. Assuming independence of 174 
tests, multiple  testing  leads  to  an  inflated probability  of  a  false positive  results. To  address  this 175 
problem the following mixed models with a fully Bayesian approach (as a part of the brms package 176 





                                       𝑦 ~𝑁 𝜇 ,𝜎              (1) 180 
  𝜇 ~𝛼 𝛽 𝑥 𝛾                                                                 (2) 181 
  𝛼 ~𝑁 0,𝜎 , 1, … ,𝑛                                                         (3) 182 
  𝛽 ~𝑁 0, σ                                                                   (4) 183 
  𝛾 ~𝑁 0,𝜎 , 𝑖 1,… ,𝑛                                                     (5) 184 
   185 
The models include gene specific random effects for the constants (α) and gene specific random 186 
effects  for  the group differences  (β) and animal specific random effects  for  the constants  (γ). The 187 
model fit has been assessed by comparison of graphical plots (QQ plots) showing the distribution of 188 
y and yrep. To be better able  to handle possible outliers, posteriori predictive checks based on  the 189 
Markov Chain Monte Carlo  (MCMC)  approximation method  have  been  applied which  yielded 190 
simulated  replicated data under  the  fitted model  that  have  subsequently  been  compared  to  the 191 




reduction method was performed on the  log transformed normalized expression data  in R studio 196 



















































































crf‐2  ‐0.87 (0.69)  0.05 (0.44)  1.16 (0.87)  0.30 (0.47) 
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the  normalized  fold  expression  of  serotr  relative  to  gabaa  were  found  to  be  increased  in  the 260 
rhombencephalon of stressed fish compared with the control fish (p = 0.021, Figure 4), and increased 261 
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min after  the air exposure, mean ± SEM; n = 4 per  treatment, significance according  to  the Mann‐280 
Whitney U tests, p < 0.05. 281 
 282 
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283 
Figure 5. Results for the first two components (Dim1 and Dim2) of the PCA including confidence ellipses for the 284 
selected genes gabaa, crfr1, crfr2, erg-1, mr, erg-1, 5-ht-r and c-fos in each in the 4 brain parts of control fish and fish 285 
30 min after the air exposure (the numbers in the brackets indicate the percentage of the variance in the data sets that is 286 









Reference genes  are  fundamental  for  the  exact determination of  changes  in gene  expression 296 
[52,55]. Usually  these  are  chosen  from previous  studies  but  only  a  limited  number  has  selected 297 















Different  IEGs  have  been  investigated  in  the  present  study  to  identify  brain  activity  in  the 311 
different brain parts. The increased expression of c‐fos in the telencephalon of distressed carp and the 312 
increased probability of a reduction of this gene in the optic tectum in relation to other genes (see 313 
Figure  S4  for  this)  confirms  that  c‐fos  is  not  only  a  suitable  indicator  of  brain  activity  in  higher 314 
vertebrates  and  fish  species  such  as  zebrafish  and  goldfish  [11,48,61],  but  also  in  carp.  In  situ 315 
hybridization has already shown that light avoidance leads to changes of the expression of c‐fos in 316 
the medial zone of the dorsal telencephalon in adult zebrafish 30 min after the induction of neuronal 317 












ratio, proving  the assumption  that  the crh‐bp actions are receptor‐specific. Previous  investigations 330 
have indicated that crh‐bp is a more potent inhibitor of the crfr2 activation of than for crfr1 in fish [66]. 331 
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expression  of  other  important  receptors,  for  example  membrane  receptors  for  serotonin  and 352 
dopamine, affect memory loss in rats [69].   353 
Serotonin transporter expression and activity which is required for returning serotonin to the 354 
presynaptic neuron where  it  can  be degraded  or  retained  for  later  re‐use.  In higher vertebrates, 355 
selective  serotonin  reuptake  inhibitors  can  lead  to  increased  GABA  concentrations  [70]  which 356 
confirms an  interaction of  serotonin pathways and GABA  levels. The present  study on  carp also 357 
indicated that the ratio of serotr to gabaa is influenced by acute distress. In trout, acute stress resulted 358 
in  downregulation  of  a  serotonin  receptor  subtype  and mr  in  the  telencephalon  4  h  post  stress 359 
compared with the  levels 1 h post‐stress which  indicated that a negative  feedback exists for these 360 
receptors that aims at downregulating the HPI axis after activation by stress [71]. More sampling time 361 
points would have been  required  in  the present study  to show  the dynamics of  the activation of 362 
similar feedback mechanisms in carp.   363 
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